









的检测灵敏线已从 50 pmo löL 降低到 100 fmo löL。
蛋白质组研究需建立自动化平台, 如机械手切胶, 胶
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体外突变新技术: DNA Shuffling 技术
杨海杰综述　夏宁邵审阅
厦门大学细胞生物学与肿瘤细胞工程重点实验室 (厦门, 361005 )
　　摘要　体外DNA shuffling 技术是一种快速、高效并且实用的分子定向进化技术。和以往的基因突变技术不
同, 它是一种高通量的突变筛选技术, 可以对靶序列进行多次重组和选择, 利用该技术建立的突变文库 (嵌合文库)
具有容量大、多样性好等优点, 且更易于实现有益突变的积累。DNA shuffling 技术已广泛应用于酶、药物蛋白及其
它功能蛋白的改造, 并取得了相当大的成功, 显示了该技术在蛋白质改造和分子育种方面的潜在应用价值。
关键词　DNA shuffling; 　基因突变; 　蛋白质改造; 　嵌合文库
　　基因突变技术是研究基因功能和改良蛋白质性
能的一种重要手段。传统上应用于基因突变的方法
主要有两种: 一是致错 PCR (erro r2p rone PCR ) 技
术; 一是盒式突变 (casset te m u ta t ion) 技术, 即寡核
苷酸介导的诱变技术。二者均利用 PCR 技术, 对克
隆化的靶序列进行随机突变或定点突变。这两种技
术均存在不足之处: 致错 PCR 所用的酶聚合能力
差, 利用该技术所产生的点突变并非完全随机, 且中
性突变多, 此外致错 PCR 靶序列的长度有限, 大都
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列精调, 无法进行反复突变和连续筛选, 无法实现突
变的优势积累效应。与此相比, 近几年发展起来的新





要方式。早在 1990 年,M arton 和M eyerhan s 等人
就已经发现在体外 PCR 中存在的DNA 重组现象,
并指出该重组现象是由DNA 断裂或出现切口引起
的。1994 年美国的 Stemm er 等以L acZ Α基因为实
验材料, 用DN ase I 进行消化, 得到 10～ 70 bp 大小
的随机片段集合, 在不加入引物的情况下, 利用
PCR 得到了全长的L acZ Α产物, 从而以巧妙的设
计验证了体外 PCR 中存在的DNA 重组现象[1 ]。
Stemm er 将该技术称为体外DNA shuffling 技术,
并于 1998 年申请了专利。由于该方法一定程度上模
拟了生物体自然进化过程中减数分裂期等位基因间
的DNA 片段互换 (有性交换, sexual exchange) , 故




法。其原理 (图 1)大致如下: 先将由多种同源核苷酸









物, 随着扩增数递增, 模板的不断变化, 产物长度亦
在不断递增, 如此, 经过多轮扩增, 最终将获得多种
低拷贝的全长的重排产物, 这些集合的重排产物又
被称为嵌合文库 (突变文库)。对嵌合文库进行筛选,
选择改良的突变体组成下一轮 shuff ling 的模板 (次
级文库) , 重复上述步骤进行多次重排和筛选, 直到
最终获得性状比较理想的突变体。
图 1　DNA shuffling 原理示意图
由多个含不同点突变的同源基因组成的模板集合 (初级文库)经DN ase I消化为片段集合。(B)为简化起见, 所
有的点突变均被认为是有益的。(C)模板在不断变化, 随机小片段重排生成全长基因, 一个功能改善、含 5 个点
杂交 (竖线表示)的重组基因被筛选出来。 (D )将选择到的改良的突变体混合在一起, 作为下一次DNA shuf2
fling 的模板 (次级文库) , 进行多轮突变和筛选。
　　利用随机化片段的重新排列组合产生多样化的
突变文库是DNA shuffling 技术的精髓所在, 这一
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力、热稳定性、底物的专一性等。此外, 一些DNA 调
控序列, 如启动子、5′U TR、3′U TR 等也可以作为靶
序列进行改造以改善其调控功能。模板可以由多个
同源序列或同源基因 (如家族基因) 组成初级文库
(p rim ary lib iary) , 也可以单个基因组成。后者在
DNA shuffling 之前要先利用其它突变方法对单个
基因进行突变, 或在DNA shuffling 的同时借助聚
合酶产生的点突变以产生多样性的突变产物。同源
靶序列的长度在 50 bp～ 50 kb 之间, 一般通过 PCR
获得, 反应后应除去多余的引物, 以提高重组效率。
312　随机片断化处理
初级文库 (模板) 用DN ase I 或多种内切酶处理





当的 PCR 系统中进行 PCR 扩增。该步要求片段集




上一步的 PCR 产物按一定比例稀释, 同时加入
两外侧引物, 选用较少的循环数, 如 15 轮, 进行
PCR 扩增, 便可获得大量的全长目的基因, 即放大
的嵌合文库 (突变文库)。有时PCR 产物中还可能存
在全长目的基因的线形多拷贝聚合体, 如 Stemm er
等对全长 2. 7 kb 的 pU C19 质粒进行DNA shuf2




体中并转入宿主细胞 (如大肠杆菌, 噬菌体等) 中进
行表达, 在特定的选择压力下, 选择目的性状改良的
突变体; 将选择到的突变体混合在一起, 作为下一次
DNA shuffling 的模板 (次级文库) , 选择压力不断
提高, 重复 1～ 5 步骤进行多次选择和重组, 直到最
终得到性状改良明显的理想的突变体为止。
















4. 1. 1 提高酶的催化能力　野生型的 Β2内酰氨酶水
解头孢噻污的能力低, 在大肠杆菌中头孢噻污对该
酶的最低抑制浓度 (M IC) 仅为 0. 02 Λgöm l。Stem 2
m er 等人利用体外DNA shuffling 技术来筛选高活
性的 T EM 21 Β2内酰氨酶[3 ]。第 3 轮得到的突变体
ST 21 的M IC 达到 320 Λgöm l, 比原来的酶提高了
16000 倍, 此外 ST 21 在大肠杆菌中的表达量比w t
Β2内酰氨酶也提高了 2 倍。而利用致错 PCR 法对
w t Β2内酰氨酶进行定向进化的对照组经过 3 轮选
择后, 最大的M IC 值仅为 0. 32 Λgöm l。GU S 用甲醛
或戊二醛固定组织后很容易失活, 限制了 GU S 在
组织固定时的应用。Ich iro 等人以野生型 GU S 基因
为模板筛选到一高活性的克隆 GU STR [4 ]。对w t2
GU S 和 GU STR 的细菌抽提物用戊二醛进行处理,
结果发现: w tGU S 用 0. 04% 的戊二醛处理后, GU S
酶的活性丧失 99. 6±0. 24% , GU STR 用 0. 2% 的
戊二醛处理相同时间后, 仍保持 78. 1±0. 69% 的活
性。应用DNA shuffling 技术, 得到了对固定剂不敏
感的 GU STR , 扩展了 GU S 染色技术的应用范围和
能力, 同时使得多染色成为可能。
4. 1. 2 提高酶的热稳定性　在较高温度时 (如
39℃) , FL P 的活性很低, 限制了该酶在基因工程中
的应用。F rank 等人利用DNA shuffling 技术来改
善重组酶 FL P 的热稳定性, 8 轮选择后得到一热稳
定性理想的突变体 FL Pe, 42℃时在 E. coli 内仍具
较高的活性, 此外 FL Pe 在体外及哺如动物细胞内
的热稳定性也有很大程度的提高, 同时还意外地发
现 FL Pe 易于纯化, 纯度可达 95% , 而野生型 FL P
的纯化则十分困难[5 ]。
4. 1. 3 改变酶对底物的专一性　Zhang 等运用
DNA shuffling 技术, 将L acZ Β2半乳糖苷酶改造为
高效的 Β2岩澡糖苷酶[6 ]。以L acZ Β2半乳糖苷酶为模
板, 经过 7 轮筛选后得到的改良酶和野生型 Β2半乳
糖苷酶相比, 对邻硝基苯酚岩藻糖ö邻硝基半乳糖苷
的相对专一性提高了 300 倍, 改良的岩藻糖苷酶对
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底物的 KcatöKm 值比大肠杆菌自身的岩藻糖苷酶提
高了 10～ 20 倍。同时值得一提的是: 该酶的分子量
为 109 kD , 利用其它突变方法很难以对如此大的蛋
白进行改造, 而 109 kD 的蛋白仍在高通量突变技术
——DNA shuffling 技术的正常改造范围之内。
412　药物蛋白的优化






人将 20 多个人类 IFN 2Α(氨基酸同源性在 85%～
98% )基因作为初级文库进行DNA shuffling , 筛选
到 3 个突变体 IFN 2CH 2. 122. 3。其中 IFN 2CH 2. 3
抗病毒活性为H u2IFN 2Α1 的 185 倍、H u2IFN 22Α的
285000 倍 及小鼠自身活性最高 的M u2IFN 2Α4 的
3. 5 倍[7 ]。
单链抗体 (scFv) 基因分子比较小, 故越来越广
泛地应用于临床诊断及治疗疾病。但由于以往利用
噬菌体展示筛选 scFv 缺少选择压力, 故不能保证
scFv 折叠性、产量、稳定性同时实现优化。Sab ine 等
利用DNA shuffling 技术, 获得的 scFv (4d5F lu) 突
变体热稳定性热动力学常数比原 scFv 提高了 4
kcalömo l, 在 E. coli 中的产量提高了 2 倍, 与抗原的




中 GFP 的表达效果欠佳, 无法获得整个细胞的荧光
信 号。 Stemm er 等 人 以 合 成 的 GFP 基 因
(‘w tGFP’)为模板, 进行 3 轮筛选, 分别得到 cycle2
和 cycle3 两个改良体。结果显示: ① 在 E. coli 中
cycle2 的荧光强度分别比 C lon tech 公司商品化的
GFP 和‘w tGFP’提高了 22 倍和 7 倍, cycle3 的荧
光强度则分别提高了 44 倍和 15～ 17 倍。② cycle2
和 cycle3 克隆斑的生长速度比‘w t’GFP 提高了 2
～ 3 倍。③ 在哺如动物细胞中表达, 发现 cycle3 的
整个细胞的荧光信号是‘w t’GFP 的 45 倍。④ 对
cycle3 和‘w t’GFP 在 E. coli 的可溶性表达情况进
行了比较, 发现 cycle3 主要以可溶性形式存在, 而
后者主要以包含体形式存在[9 ]。
X irodim as 等人用多个编码对热变性耐受的
p 53 蛋白的基因作为靶序列进行DNA shuffling, 使
P53 的热稳定性大大提高, 且证实了 P53 中心区的
20 个氨基酸 (101～ 120)与热稳定性相关[10 ]。Juarez
等利用该技术使反式激活蛋白B jN ifA 与增强子的
结合力提高[11 ]。此外,DNA shuffling 技术还被用来
改善细菌的解毒能力。C ram eri 利用该技术改造砷
抗性操纵子, 使其在固体培养基和液体培养基中抗





重排, O sterm ier 等人对此进行了改进, 建立了递减
法建立杂交酶技术 ( increnen ta l t runcat ion fo r cre2
at ion of hyb rid enzym es , ITCH Y) , 使得非同源性
序列间也可以发生重排。以核酸外切酶Ë 代替
DN ase I对靶序列进行消化, 由于核酸外切酶Ë 的 3′
外切核酸酶作用, 因此得到的随机片段文库 (incre2
m en tal t runcat ion lib raries , ITL s) 理论上包括了靶
序列DNA 的单碱基对删除的各种情况, 使得在较
低的复性温度下可以实现非同源区的融合。
人和鼠 IL 21 Β基因同源区段平均长度为 4. 1
bp , 不适宜采用常规的DNA shuffling 技术。为此
Stemm er 对DNA shuffling 做了改进: 在进行无引
物的 PCR 扩增时, 前 15 轮用 k lenow 酶替代 T aq
酶, 后 22 轮用 T aq 酶。随机对 9 个克隆测序, 发现




在进行DNA shuffling 时, 一般使用 ds2DNA
做模板, 所产生的背景比较严重, 嵌合率比较低。为
了提高家族基因DNA shuffling 时的嵌合形成率,
H eita 等人用 ss2DNA 替代 ds2DNA 作为模板进行
DNA shuffling [15 ]。实验中制备了儿茶酚 2, 32二氧
酶同源基因 nahH 和 L ylE 的 ss2DNA , xylE 链同
nahH 链互补。运用 ss2DNA 作模板得到的嵌合基因
(nahH 和L ylE 间的杂交体) 比率高达 14% , 而以




和传统的突变技术相比, DNA shuffling 技术
具有诸多优点: ①它是一种高通量的突变、筛选技
术。利用该技术所建立的突变文库容量大、多样性














氨酰氨基转移酶改造时, 该酶的活性提高了 30 倍,
分析发现其中 6 个氨基酸对活性的提高是必要的,
但仅有 1 个氨基酸位于酶活性中心[16 ]。该研究结果
表明如果仅仅依靠合理设计, 则很难考虑到环境氨
基酸在结构和功能上的协同作用。













建立了体内DNA shuffling 技术[17 ] , 人们可以结合
体内和体外两种方法及对分子的合理设计, 进一步
提高进化的多样性和精确性。随着越来越多的筛选





力, 用以处理环境污染问题; 或改良蛋白药物, 提高




参 考 文 献
1　Stemm er W P et a l. P roc N atlA cad SciU SA , 1994; 91:
10747
2　Stemm er W P et a l. Gene, 1995; 164: 49
3　Stemm er W P. N ature, 1994; 370: 389
4　M atsum ura I et a l. N at B io techno l, 1999; 17: 696
5　Buchho lz F et a l. N at B io techno l, 1998; 16: 657
6　Zhang JH et a l. P roc N atl A cad Sci U SA , 1997; 94:
4504
7　Chang CCJ et a l. N at B io techno l, 1999; 17: 793
8　Jung S et a l. J M o l B io l, 1994; 294, 163
9　C ram eri A et a l. N at B io techno l, 1996; 14: 315
10　X irodim as D P et a l. J B io l Chem , 1999; 274: 28042
11　Caim ano M J et a l. Infect Imm un, 2000; 68: 1574
12　C ram eri A et a l. N at B io techno l, 1997; 15: 436
13　O sterm eier M et a l. B ioo rg M ed Chem , 1999; 7: 2139
14　O sterm eier M et a l. N at B io techno l, 1999; 17: 1205
15　K ikuch iM et a l. Gene, 2000; 243: 133
16　Yano T et a l. P roc N atl A cad Sci U SA , 1998; 95: 5511
17　J irho lt P et a l. Gene, 1998; 215: 471
(2000205211　收稿)
·521·　国外医学分子生物学分册 2001 年第 23 卷第 2 期
